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一般に、同一遺伝型の細胞集団内においても、細胞間の遺伝子の発現量、成長の速さ、細胞の
大きさといった細胞表現型は揺らいでいる1–6 。 表現型の揺らぎは様々な生命現象に関係していると
考えられている。例えば、同一遺伝型を持つ幹細胞集団の中であっても、分化誘導しにくい細胞が存在
することや、同じ分化誘導条件を課しても分化先の細胞運命が違うということが知られている 7 。また、
バクテリア種の抗生物質に対する応答やがん細胞の抗がん剤に対する応答では、同一遺伝型であって
も不均一な生死応答を生じることが知られている 8–11 。これら同一遺伝型の細胞間に見られる環境
変化に対する不均一な応答は、細胞表現型の揺らぎが引き起こすと考えられている 12–18 。また、進
化においても表現型の揺らぎが進化速度を加速させるという研究も報告されている 19,20 。したがって、
細胞表現型の揺らぎが様々な生命現象で果たす役割を明らかにすることは重要であると考えられる。し
かし、従来生物実験でよく利用されてきた細胞集団の平均的性質を調べる計測手法では表現型の揺
らぎの役割を明らかにすることは難しい。例えば、細胞のタンパク質量を定量する伝統的な Western 
blotting では、多数の細胞集団をすりつぶし、その中に含まれているタンパク質を検出する。この方法
では細胞間の揺らぎは平均化されてしまい、揺らぎに関する情報は失われてしまう。一方、平均値まわり
の揺らぎの情報を得る計測として、 Flow cytometer による計測がある 21,22 。 Flow 
cytometer は細胞一つ一つにレーザー光を当て、その散乱光や蛍光から、細胞サイズの分布や、蛍
光分布の情報を高速に得ることができる装置である。しかし、 Flow cytometer で得られる情報は、
或る一時点の集団内分布の情報のみとなる。そのため、環境変動に対し、どのような表現型にあった細
胞が、どのように1細胞レベルで状態変化を変化させ、環境変動後の新たな分布を構成するに至ったか
については、 Flow cytometer では答えを得ることができない。同一遺伝型の細胞集団の表現型分
布がどのように形成されるかについて調べるためには、集団の表現型分布と同時に、1細胞レベルの表現
型を時系列に沿って計測する必要がある。このような細胞計測を実現する手法として、「1細胞計測」と
呼ばれる方法が注目されている 23–45 。1細胞計測は、集団中の細胞一つ一つの状態変化を計測で
きるので、Flow cytometer で得られる分布の情報に加えて、 Flow cytometer では得ることがで
きない、分裂間隔時間分布や、成長速度分布、集団内の細胞齢 ( =直前の分裂からの経過時
間 ) 、遺伝子発現量の自己相関等の1細胞レベルの状態の時間変化に関する統計量を計測するこ
とができる46 。バクテリア種では、マイクロ流体デバイスを用いることにより、安定環境下で長期世代にわ
たる1細胞計測が実現している。これにより、バクテリア種での成長の安定性や、成長に関する非自明な
法則性が明らかになっている 47–50。また、抗生物質や環境変動に対する応答が計測され、細胞表現
型の揺らぎが適応現象に与える影響が明らかになっている 12,14。しかし、バクテリア種で実現しているよう
な長期世代にわたる1細胞計測は、動物細胞においては行われていない。そこで、本研究では、マウス
白血病のモデル細胞であるL1210細胞の長期1細胞計測系の構築と抗がん剤応答への応用を目的と
して研究を行った。 
まず、本研究で計測するがん細胞の選定を行った。バクテリア種で行なわれている 1 細胞計測の先行研
究を参考に、細胞間での接着が起こらず細胞排出がしやすい細胞としてマウス白血病モデル細胞の L1210 
細胞を計測する細胞に選定した。また、1 細胞レベルでの追従をしやすくするため、核移行シグナルを利用し 
Venus による細胞核の標識を行った。 
次に、L1210 細胞において長期 1 細胞計測を実現するため、マイクロ流体デバイスの開発及び、マイクロ
流体デバイスでがん細胞を観察するための環境条件についての検討を行った。L1210 細胞の長期 1 細胞
計測を実現するため、大腸菌や分裂酵母の長期 1 細胞計測を実現した Mother Machine を基にマイク
ロ流体デバイスを作製した 50。また、 Growth channel の長さを~90 μm 、幅を~14 μm にすることに
より、安定的に1細胞計測ができることが示された。 Fluorescein の蛍光強度と pH の関係を利用して、
デバイス内を流れる RPMI-1640 培地の pH を計測した。その結果、シリンジポンプの送液レートを変えて
も pH は大きく変化しないものの、送液レートが 2 ml/hrs 以上になるとがん細胞の至適 pH の上限であ
る 7.6 を超える可能性が明らかになった。したがって、送液レートは 2 ml/hrs 以下に抑えることが望ましい。
また、送液レートが 1 ml/hrs のときの培地の交換効率を Fluorescein が洗い流される時間スケールから
調べた結果、25 分程度でデバイス内の培地が完全に入れ替わることが明らかになった。至適環境下での 
L1210 細胞の倍加時間が約 10 時間であり、この培地交換に要する時間は倍加時間のわずか 5 % に
相当する。また、通常のフラスコでの培養では、培地の交換は 2 日に一回の頻度であり、その頻度でも安定
した培養環境が保たれている。これらより、培地の交換が 25 分程度で実現し、また 5 % CO2 濃度の環
境中にデバイスを置くことで RPMI-1640 培地を用いても pH が 7.6 以下になることは、デバイス中の環
境が L1210 細胞の成長に適した条件を満たしていると考えた。この環境条件を用いて、次項以降の 
L1210 細胞の 1 細胞計測を行った。 
次に、前項において開発したマイクロ流体デバイス及び定めた送液条件のもと、 L1210 細胞がデバ
イス内で安定成長し、長期に渡る1細胞計測が可能かどうか検証した。約1週間に渡り、L1210 細胞
の1細胞計測を行った。その結果、最大20世代に渡って１細胞レベルでの増殖の様子を計測できた 
( Figure 1 )。タイムラプス画像から、 Growth channel 内でL1210 細胞が分裂を繰り返す様子
を確認することができた。また、それぞれの Growth channel の L1210 細胞系列の各世代の平均
世代時間を調べたところ、世代を経るごとに世代時間が長くなるという現象は見られなかった。一方で、
世代が13以上となると世代時間が短くなることも確認された。ほとんどの細胞系列では、1週間の計測
期間のあいだに13世代まで到達することができるが、それを超える細胞系列は世代を経るごとに少なくな
っている。このことは、世代時間が集団の平均より短い細胞系列が存在していることを示唆する。また、
世代時間、分裂イベントの時刻、死亡イベントの時刻を調べ、解析を行った。平均の世代時間は
10.40±0.04 ( S. E. ) hrs となった。この値は、野生株を集団でフラスコを用いて CO2 インキュベ
ーター内で培養した時の倍加時間 ( 10.90 hrs ) とほぼ同程度であった。また、分裂イベントの発生
確率及び死亡イベントの発生確率の積算を、計測時間に対してプロットしたところ、時間に対して線形
に増加していることがわかった。このことは、分裂イベント、死亡イベントが計測時間によらず一定の確率
で発生していることを示している。また、積算プロットから分裂率及び死亡率を求め、細胞を4日間培養
したとき生細胞と死細胞の割合を概算した。単位時間当たりの分裂率が、9.0×10-2 hrs-1 より1日 
( 24 hrs ) あたりの分裂率は2.2になる。また、単位時間当たりの死亡率が2.5×10-3 hrs-1 より1
日 ( 24 hrs ) 当たりの死亡率は0.06となり、1日あたり全細胞数の 6.0 % が死亡する。したがっ
て正味の分裂率は2.1となる。これを用いて1000細胞を培養すると考えると、培養してから24時間後
の全体の細胞の数は3.1×103細胞になり、そのうち死細胞の数は60個になる。結果培養4日目では
生細胞の割合が全細胞の99 % 以上を占めることが予測された。実際の培養においても、4日間培養
したときの全細胞に対する生細胞の割合は95 % で予測値の方が生細胞の割合が高いが、殆ど変わ
らないと結論した。これらの結果より、 L1210 細胞はデバイス内で安定的に、また集団培養していると
きと同じような状態で成長していると結論した。 
 Figure 1 細胞の1細胞計測. ( a ) あるひとつの Growth channel での約170時間にわたる L1210 細胞のタイムラプ
ス観察. 細胞は分裂を繰り返し、余分な細胞は Growth channel から排出される様子が観察された。 ( b ) ランダムに
抽出された Growth channel 内での分裂した時刻のプロット. 点は分裂イベントを表し、破線は異なる Growth 
channel を表す。それぞれの Growth channel 内で細胞は分裂を繰り返した。 ( c ) 各世代におけるそれぞれの平均の
世代時間 エラーバーは標準誤差を表す。 ( d ) 世代とその世代まで到達する細胞系列の本数 
 
計測された世代時間分布、およびそれと平均と分散が同じである Gamma 分布 と Lognormal 
分布からサンプリングされた世代時間分布に対して Alpha plot を比較した。Gamma 分布や 
Lognormal 分布は世代時間分布のフィッティングによく使われる分布である。これらの分布からサンプリ
ングされたデータの Alpha plot と比べ、計測された世代時間分布は長く裾を引いていることが分かる。
このことは、集団中に世代時間が長い Sub-population が含まれていることを示している。 
 次に細胞系列ごとの世代時間に関して調べた。細胞死の判定基準に基づくと、観察した全492細胞
系列のうち、151細胞系列は、1週間の計測の終了までに死亡してしまった。死んだ系列に限って世代
時間 ( n=1106 ) を評価すると、その平均は 10.52±0.09 ( S. E. ) hrs となったが、死の直前
の世代時間を除いて、死んだ系列の世代時間 ( n=955 ) を評価すると、その平均は 10.09±
0.07 ( S. E. ) hrs となり、平均世代時間が短くなった。このことは、死の直前の分裂において全体の
平均世代時間より世代時間が伸びることを示している。 
 また、死細胞系列の中には世代時間の系列平均が、全体の世代時間の平均 (10.40 hrs) よりも
2倍以上大きくなる細胞系列が、死細胞系列の中には5 % ( =8/151 ) 含まれていた。また、計測
の終わりまで生存している生細胞系列の中に、全体の世代時間の平均よりも2倍以上大きくなる細胞
系列が2.6 % ( =9/341 )含まれることが分かった。このことは、系列上の平均世代時間が長いからと
いって必ず死亡するわけではないことを示している。また、もし各世代の世代時間がの集団全体の分布
に従いランダムに決まっており、細胞死が上記の発生率で一定で起こると考えると、世代時間の系列平
均が、集団平均に比べて2倍以上長くなる系列が観察される確率は、死細胞系列で0.63 % 、生細
胞系列で0.04 ％ になると考えられる。したがって、実際に観察された頻度より低くなる。世代時間の
世代に関する相関係数を求めたところ、 Spearman の相関係数は 0.6114 となり、正の相関が認
められた。この世代時間の正の相関により、系列上の平均世代時間が細胞全体の平均世代時間より
2倍以上長くなる細胞系列が、予測される頻度より高い頻度で存在している可能性がある。世代時間
が短い系列においても同様のことが考えられる。このことから、L1210 細胞の世代時間は、細胞内で世
代をまたいで引き継がれる何らかのメモリの影響を受けている可能性が示唆される。また、それは1世代
で消えるものではなく、数世代先まで残ることも示唆された。 
また、相関次元について埋め込み次元 𝑚 を1~9の範囲で変えて調べたところ、埋め込み次元を増
やしても相関次元が収束しないことが明らかになった。少なくともこのことは、世代時間のダイナミクスに関
して、少数のパラメータで決定されるものではなく、高次元の力学系もしくは確率的なプロセスで支配され
ていることを示唆している。先行研究では本研究で得られた結果と異なり、世代間で世代時間に相関
は無く、世代時間の相関次元も低次元で収束すると報告されている 51 。その結果から、先行研究で
は、世代時間のダイナミクスは少数のパラメータの決定論的な記述で表すことができるとし、そのモデルとし
て Kicked cell cycle model が示された。このモデルは、サーカディアンリズムに駆動され世代時間が
決まるようなモデルである。つまり、実験データの相関次元が収束すれば、Kicked cell cycle model 
によって、本研究で観察された世代時間の変動の性質も説明できる可能性がある。しかし、先行研究と
は異なり本研究で得られた相関次元解析では、相関次元が収束しないことから Kicked cell cycle 
model は本研究で明らかになった世代時間のダイナミクスに合致しないことが分かる。本研究では、先
行研究とは違うマイクロ流体デバイスを用いて計測を行っており、計測環境の違いが得られた結果の違
いの原因となっている可能性がある。また、一方で、計測に用いた培地が影響を与えている可能性があ
る。先行研究では、CO2 に依存せずに pH が安定する培地を用いて計測を行っている。一方で、本
研究では CO2 に依存する培地を用いている。この培地の違いが異なる結果を生み出している可能性
がある。実際、肝細胞ではあるが、培養に用いる培地の違いが、細胞の形態やサイトカインの産生効率
といった細胞形質に大きな影響を与えるという報告がある 52 。先行研究及び本研究で用いた細胞株
は血球系の細胞ではあるが、 L1210 細胞も培地の違いを受け、細胞内の状態が変化し、世代時間
の変動を支配するダイナミクスの特性に違いが生じている可能性がある。 
最後に、今回確立した1細胞計測系が抗がん剤応答へ応用できるか検証した。前項で行った 
RPMI-1640 培地での1細胞計測の結果と、RPMI-1640 培地から RPMI-1640 培地に 
Mitomycin-C を添加した培地に切り換えたときの結果を比べると、Mitomycin-C を添加した培地
に切り換えることにより分裂率が低下し、死亡率が上昇する様子が観察できた。この結果より、本研究
で確立した1細胞計測系は抗がん剤応答の計測に応用できると結論した。 
 抗がん剤応答を1細胞レベルで計測することにより、分裂率及び死亡率をそれぞれ評価することができ
る。実際、この研究では分裂率及び死亡率の時間変化を直接計測し、その結果から、抗がん剤が分
裂率や死亡率に影響を及ぼし始めるまでにかかる時間を推定した。その結果、Mitomycin-C が分裂
率と死亡率に影響を及ぼし始めるまでにかかる時間には差があり、分裂率の方が先に影響を受けること
が示された。また、薬剤濃度を高くするとより早く分裂率が影響を受け、低下することが示された。 
Mitomycin-C は DNA の複製を阻害し apoptosis を誘発することにより抗腫瘍効果を示す。 
Mitomycin-C の作用機序から考えると、薬剤濃度を高くすることはより多くの細胞の成長をより早く停
止させ、その結果死亡率が上がると考えられる。したがって、本研究で得られた結果は、既知の作用機
序とも整合していると考えられる。 
 次に細胞系列に関する計測より、 Mitomycin-C を投与する前の成長状態と投与後の細胞生死
運命の関係について解析を行い、細胞の投与前の成長状態がどのような影響を及ぼすかを調べた。
1.67×10-2 μg/ml 及び 6.67×10-2 μg/ml とも、薬剤投与初期には、分裂頻度が高い細胞の
方が高い生存率を示す傾向にあった。しかし、時間が経つにつれて、次第に投与前の分裂頻度が少な
かった細胞の生存率の方が高くなる傾向が示された。 Mitomycin-C 投与初期で見られる分裂頻度
が低い細胞の方が死亡率が高い傾向は、前項での計測より示されたように、もともと薬剤が無い状態で
も、細胞死が起こる直前の世代では世代時間が長くなる傾向があることを反映している可能性がある。
一方で、同様に前項で示されたように必ずしも世代時間が長い細胞が死ぬわけではない事もあり、投与
後の後期で生き残っている分裂頻度が低い細胞たちは世代時間が長くとも生き残る細胞系列である可
能性がある。近年、メラノーマ細胞の非遺伝的な抗がん剤への適応において、薬剤投与前に抗がん剤
耐性に関わる遺伝子が強く発現している細胞が、薬剤投与後に適応することが報告されている 53 。
今回の研究で明らかになった、薬剤投与前の成長状態と投与後の細胞生死運命の相関についても、
その先行研究と同様に Mitomycin-C の耐性に関わる遺伝子の発現状態と成長状態が関係するこ
とにより引き起こされた可能性がある。特に遺伝子の異常発現は成長に大きく影響を与えることが示さ
れていることから、分裂頻度が低い細胞では何らかの遺伝子が過剰発現している可能性がある 54,55 。
したがって、 Mitomycin-C への耐性に関わりがある遺伝子の発現状態と成長状態を同時に計測す
ることができれば、今回の成長状態に依存した細胞生死運命について、更に詳細に明らかにできる可能
性がある。 
本研究では、浮遊細胞であるマウス白血病モデル細胞の L1210 細胞の長期1細胞計測系を確
立できた。しかし、抗がん剤研究の多くは接着性の細胞を対象に行われている。したがって、より多くの抗
がん剤研究へ1細胞計測を応用するためには、接着性の細胞においても今後1細胞計測系を確立する
必要があると考えられる。一方で、今回初めてがん細胞において長期に渡る1細胞計測を実現できた。
その結果、細胞成長や環境変動に対する適応現象の解析において、1細胞レベルでの細胞系列に沿
った細胞形質の定量情報を計測し、その情報との関連を探ることが可能となった。これまで、単細胞微
生物を対象とした1細胞計測により、細胞成長や適応現象に関する定量的な結果が報告されている 
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る法則を見つけることができるようになると考えている。 
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